全反式维甲酸与PD98059联合应用抑制结肠癌细胞的增殖 by 陈艳 et al.
2011 年 3 月第 18 卷第 3 期
结肠癌是消化道常见的恶性肿瘤， 其发病率在我国仅次于
胃 癌 和 食 道 癌， 居 消 化 道 恶 性 肿 瘤 的 第 3 位。 全 反 式 维 甲 酸
（ATRA） 属于维生素 A 类化合物家族， 能够诱导多种肿瘤细胞






RPMI1640 培 养 液 、 胎 牛 血 清 、 胰 酶 、 青 链 霉 素 均 购 于
Hyclone 公司。 ATRA、 PD98059 （MEK 抑制剂）、 MTT、 DMSO
购于Sigma 公司； Annexin－ⅴ凋亡试剂盒购于Biomiga 公司。
1．1．2 细胞培养
结 肠 癌 细 胞 株 LS174T 购 于 中 科 院 上 海 细 胞 生 物 研 究 所 ，
用 含10%胎 牛 血 清、 1%青 链 霉 素 的 RPMI1640 培 养 液 ， 在 37
℃， 5%CO2 温箱中培养。 待细胞长至铺满瓶底传代。
1.2 方法
1.2.1 实验分组 MTT 法测细胞增殖水平
ATRA 溶 于 无 水 酒 精， PD98059 溶 于 DMSO。 取 处 于 增 殖
期的LS174T 细胞以 5 × 104 个/孔密度接种于 96 孔板。 实验分 5
组 ： ①10-5mol/L PD98059 预 处 理 30 min 后+10-5mol/L ATRA；
②10-6mol/L PD98059 预处理 30 min 后+10-5mol/L ATRA； ③10-
7mol/L PD98059 预 处 理30 min 后+10-5mol/L ATRA； ④单 纯 10-
5mol/L ATRA； ⑤单纯培养液＋细胞。 每组均设 6 复孔。 实验组
分 别 在 加 药2 d 后 终 止 培 养， 每 孔 加 入 MTT （5mg/ml） 20 μL，
37 ℃孵育 4 h 后弃上清， 每孔加入 DMSO 150 μL， 摇 动 混 匀，
室 温 暗 处 放 置 10 min， 酶 标 仪 570 nm 波 长 测 定 各 孔 吸 光 度
（A）。 结果用 x ± s 表示。
1.2.2 流式细胞仪检测凋亡
以 5 × 105/mL 密度接种 LS174T细胞接种于培养瓶中， 贴壁
【摘要】 目的 本实验拟通过阐明全反式维甲酸 （ATRA） 与 MEK1/2 的特异性抑制剂 PD98059 联合作用对结肠癌细胞增殖
的影响。 方法 实验分组： 未加药对照组， ATRA 加药组， ATRA 与 PD98058 联合加药组。 MTT 法检测 PD98059 联合 ATRA 对
结肠癌细胞株 LS174T 的增殖抑制作用。 流式细胞仪检测结肠癌细胞凋亡情况。 结果 MTT 法显示 PD98059 联合 ATRA 应用引起
细胞抑制效果明显优于单个药物作用的效果。 流式细胞仪检测也表明两种药物联合应用引起结肠癌细胞凋亡效果明显优于任一单
个药物。 结论 ATRA 与 PD98059 联合应用可通过引起结肠癌细胞凋亡， 从而抑制癌细胞增殖。
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[Abstract] Objective To illustrate the effect on the growth of colonal cancer by all-trans retinal acid (ATRA) and MEK1/2 inhibitor
PD98059. Methods The cells were divided into different groups: control group, the group treated with ATRA (AT), the group preincubated
with MEK inhibitor PD98059 30 minutes prior to ATRA treatment (PD+AT). The proliferation and apoptosis of the LS174Tcolonal cancer
cells were observed by MTT assay and flow cytometric analysis. Results By analysis of MTT and flow cytometric, the proliferation of the
colonal cancer cells was obviously inhibited by PD+AT group superior to ATRA group. The apoptotic rate of PD+AT group was much high-
er than the control. Conclusion The growth of the LS174T colonal cancer cell was significantly suppressed by ATRA and PD98059.
[Key words] All-trans retinal acid (ATRA); PD98059; Colonal tumor; Apoptosis
收稿日期： 2010-12-19 修回日期： 2011-01-25
基金项目： 厦门市科技局基金资助项目 （No．3502Z20074019）
作者简介： 陈艳 （1977- ） 女， 福建福清人， 住院医师， 硕士研究生
在读， 研究方向： 肿瘤分子病理学。
全反式维甲酸与 PD98059 联合应用抑制结肠癌细胞的增殖
陈艳 1， 殷平 1△， 金光辉 2， 朱留伟 2， 田瑞华 3
（1 福建医科大学教学医院－厦门大学附属中山医院 病理科， 福建 厦门 361004；
2 厦门大学医学院 基础医学部实验室， 福建 厦门 361006；











后 换 以 无 血 清 饥 饿 培 养 24 h， 按 分 组 加 药， 2 d 后 收 集 细 胞，
使重悬于 200 μL Bingding Buffer， 分别加入 5 μL Annexin V 和
5 μL PI， 轻 轻 混 匀 ， 避 光 室 温 反 应 15 min， 加 入 300 μL
Bingding Buffer， 1 h 内上流式细胞仪检测。 实验重复 3 次。
1.3 统计学分析
采用 SPSS 13.0 统计软件包统计分析， 以 one-way ANOVA
进行方差分析， 配对 t 检验。 数据以均数 ± 标准差 （x ± s） 表
示， 以P <0.05 作为有统计学意义的检验标准。
2 结果
2.1 PD98059 与 ATRA 联合应用明显抑制 LS174T 细胞增生
结肠癌 LS174T 细胞在不同条件下培养 48 h 后， MTT 法检
测其生长状况： LS174T 细胞株经单纯 10-5mol/L ATRA 作用后，
细胞吸光度明显低于正常不加药对照组。 差异有高度显著性意
义（P ＜0.01）。 而用不同浓度 10-5、 10-6、 10-7mol/LPD98059 预处
理 LS174T 细 胞 半 小 时 后 加 入 10-5mol/L ATRA， 发 现 结 肠 癌 细
胞抑制率随药物作用浓度的上升而升高。 提示PD98059 浓度越
高， 细 胞 抑 制 程 度 越 大。 且 比 单 用 ATRA， PD98059 与 ATRA
联用明显抑制了细胞增生 （F=4.2606， P <0.05， 见图 1）。
2.2 PD98059 与 ATRA 联 合 应 用 引 起 结 肠 癌 LS174T 细 胞 凋
亡效果更显著
我 们 运 用 Annexin V 和 PI 双 重 标 记 激 发 LS174T 细 胞 株 ，
用流 式 细 胞 仪 分 析 LS174T 细 胞 的 凋 亡 情 况。 结 果 如 表 1 图 2
所 示： 应 用 ATR A （10－5mol ／ L） 处 理 细 胞 48 h 后， 细 胞 凋 亡
率（UR＋LR） 为 25．17％， 与对照组结肠癌细胞 （18．1％） 相比，
差异有统计学意义 （P ＜0．05）， ATRA 与 PD98059 共 同 作 用 后
诱导效果明显， 凋亡率上升至 26．53％， 30．33％， 32．47％ （P ＜
0．01）， 可见应用 PD98059 抑制 ERK 信号通路后可部分增强结
肠癌细胞对 ATR A 的敏感性。
表 1 ATRA、 PD98059 作用于 LS174T 细胞 2 天后细胞凋亡率
配对 t 检验： 单纯 ATRA 实验组 vs 正常对照组， t＝6．23， P ＜0．05， n＝3。
F 检 验： 正 常 对 照 组 vs 不 同 浓 度 PD98059＋ATRA 组 ， F＝187．9， P ＜
0．01， n＝12。
图 2 PI 染色流式细胞仪分析 LS174T 细胞凋亡图
UL、 UR、 LL、 LR 分别指图中的左上、 右上、 左下、 右下象限。
Figure 2 By analysis of flow cytometric, the apoptosis of tumor cells was
significantly higher by the combination of PD98059 and ATRA than by
ATRA．
3 讨论
研究报道 ATRA 可诱导肿瘤细胞的分化， 诱导肿瘤细胞的
凋亡， 使细胞周期阻滞于 G0 ／ G1 期， 减缓了肿瘤细胞内的能量
代谢，， 增强自然杀伤细胞识别肿瘤细胞的能力， 从而增 强 抗
肿瘤作用。 他可通过 RAR－ RXR 等多条途径影响细胞代谢［1］。
MAPK 家族由 4 条主要特征性信号途径组成： 细胞外信号调
节激酶 （ERKs）， c－Jun 氨 基 端 激 酶 ／ 应 激 活 化 蛋 白 激 酶（JNK ／
SAPK）， P38 激酶及细胞外信号调节激酶 5 通路（ERK5） 家族。
他们之间存在着相互窜话关系。 ATRA 可通过抑制 JNK ［2］， 激
活P38 ［3］ 等信号途径抑制癌细胞增生。 有资料表明在SKBR－3
乳腺癌细胞系中 ATRA 抑制细胞生长， 但同时降低ERK 的磷酸
化 ［4］， 但在小鼠胚胎上颚间充质细胞则可激活此通路 ［5］。 ATRA
对不同细胞株 ERK1 ／ 2 信号通路影响不同， 本实验 ATRA 抑制
结肠癌细胞增生对ERK1 ／ 2 信号通路的影响有待进一步证实。
ERK1 ／ 2 信号转导通路的异常活化能够导致细胞异常增殖，
恶性转化， 并丧失凋亡和分化的能力， 促使肿瘤产生。 PD98059
特异性抑制 MEK1 ／ 2， 能有效抑制 ERK 的活化， 从而抑制某些
图 1 柱 形 图 示 PD98059、 ATRA 作 用 2 天 后 结 肠 癌LS174T 细 胞 的
A570 nm 值
Figure 1 MTT assay for LS174T cell growth after PD98059 and ATRA
treatment. The cell proliferation was significantly inhibited by PD98059 and
ATRA than by ATRA after 2 days.
配对 t 检验： 单纯 ATRA 实验组 vs 正常对照组， t=35.01， P <0.01。




10－5mol ／ L ATRA 25．17
10－5mol ／ L ATRA＋10－7mol ／ LPD98059 26．53
10－5mol ／ L ATRA＋10－6mol ／ LPD98059 30．33
10－55mol ／ L ATRA＋10－5mol ／ LPD98059 32．47
对照组 10－5mol ／ L ATRA
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肿瘤细胞的增殖、 存活。 Davies 等 ［6］ 亦证 实 应 用PD98059 后
Hela细胞上 ERK 磷酸化水平降低， 细胞增殖受到抑制。
此次实验用 PD98059 特异性阻断 ERK 信号通路后， ATRA
对结肠癌细胞增生的抑制的效果更显著。 有报道称活化的 ERK
信号通路可促进 P3 蛋白磷酸化， 抑制促凋亡蛋白 （Bad， Bim）
的 活 性 或 表 达 ， 引 起 抗 凋 亡 蛋 白 （Bcl－2， Bcl－Xl） 的 表 达 ；
PD98059 作为特异性 MEK ／ERK 抑制剂， 可抑制 P53 蛋白磷酸
化 ［7-9］。 而 ATRA 诱导细胞后， 可抑制 P53 蛋白降解， 导致与凋
亡相关的信号途径被激活 （CASPASE3 表达上调） ［10］。 我们推
测： PD98059 与 ATRA 两种药物可能通过共同的P53 信号途径发
挥协同作用， 引起结肠癌细胞凋亡， 从而有效的发挥抗癌作用。
总之， 由于肿瘤发生机制的复杂性， 寻找有效的药物联合
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